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摘要: 以绿色荧光蛋白基因为报告基因,以 pIRESneo 为载体质粒,制备含有报告基因的质粒, 以肌肉注射的方式导入
大黄鱼体内,每隔一周用荧光显微镜观察绿色荧光蛋白基因在鱼体不同部位的表达情况. 结果表明, 绿色荧光蛋白基
因可以在大黄鱼体内得到表达,表达时间高达 28 d以上. 绿色荧光蛋白基因不仅可以在肌肉注射部位组织细胞得到表
达,而且在其它部位的肌肉、肝脏、肾脏和心脏等组织中也有表达,但表达水平低于肌肉注射部位组织.
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  大黄鱼 Pseudosciaena crocea ( Richardson)是福建
省主要海水养殖经济鱼类之一, 2000年,福建省养殖
大黄鱼超过45万箱.随着大黄鱼养殖规模的扩大, 各


















1. 1  质粒和菌株
质粒 pIRESneo 和大肠杆菌 JM109 购自 Clontech
公司.




¥ 接种一个大肠杆菌单菌落与 5 mL LB 培养
液, 37 e 振荡培养过夜.
¦ 将 2. 5 mL 培养物加入到 500 mL LB 培养液,
37 e 振荡培养至 OD600为 0. 5~ 0. 6.
§ 细菌在冰水浴冷却 10~ 15 min. 然后于 2 e ,
5 000 g 离心 20 min, 沉淀用 5 mL 冰冷的水悬浮.
¨加入 500 mL 冰冷的水, 混匀, 按步骤 § 重复
离心一次, 倒去上清液,用残余的液体重悬细胞.
© 将悬浮液移入预冷的 50 mL 离心管中, 2 e ,
5 000 g 离心 10 min. 沉淀用等体积的冰冷水重悬, 以
200 LL 分装于预冷的微量离心管中.




¬用 2. 5 kV, 6 ms进行脉冲电转化, 然后取出
电转化池, 马上加入 1 mL SOC培养液,移到无菌培养
管中, 37 e 振荡培养 30 min.
­ 取 0. 1 mL 培养液涂布于含 50 Lg/mL 氨苄青
霉素的LB平板上, 37 e 培养 24 h.








¥ 将过夜培养的细菌培养液分装于 1. 5 mL 离
心管,每管 1~ 1. 5 mL, 12 000 r/min高速离心 15 s,彻
底去除上清液.
¦ 加入 100 LL Solution Ñ , 用旋涡振荡器充分
悬浮细菌.
§ 加入 100 LL Solution Ò , 立即上下颠倒 5~ 10
次,室温放置 1 min,使细菌裂解.
¨加入 430 LL Solution Ó , 立即上下颠倒 5~ 10
次使之充分中和, 室温放置 1 min后 12 000 r/min 高
速离心2~ 5 min.
©将UNIQ-10柱放入 2 mL 收集管, 将离心管中
的上清液转移到 UNIQ-10柱,室温高速离心 15 s.
ª 倾去收集管中的废液, 将 UNIQ-10 柱放回收
集管中, 吸取 450 LL Wash Solution 到 UNIQ-10 柱, 室
温高速离心15 s.如此重复离心 1次.
« 将UNIQ-10柱放入 1. 5 mL 离心管中, 加入 50
LL Elution Buffer, 37 e 放置 2 min 后高速离心 1 min.
离心管中的离心液即为细菌质粒, 保存于4 e 冰箱备
用.
1. 4  质粒DNA的注射
用微量注射器从大黄鱼背鳍前端下方肌肉将质
粒DNA注入鱼体内,每尾注射 50 LL.
1. 5  绿色荧光蛋白的检测
质粒 DNA注射到大黄鱼体内后,在不同时间取








它组织样品均未见荧光. 注射后第 7 d 的样品中, 在
被检所有组织中都出现荧光,以注射部位肌肉组织的
荧光最强, 肾脏组织次之. 注射后第 14 d的检测结果
表现为注射部位肌肉和肾脏组织中的荧光强度下降,
其余组织维持原有水平. 注射后第 21 d的样品中, 除
了肝脏组织的荧光消失外,其余组织的荧光表达同注








表 1  试验时期大黄鱼体内各组织荧光的强度
Tab. 1 The fluorescent intensity of different tissue in
Pseudosciaena crocea at different time postinjection
注射后时间/ d 1 7 14 21 28
注射部位肌肉 + + + + + + + + +
其他部位肌肉 - + + + -
心脏 - + + + -
肝脏 - + + - -
肾脏 - + + + + -













. 当然, 并非所有注入的 DNA 表达
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的蛋白质都会被免疫或消灭. 本试验的结果表明, 绿
色荧光蛋白基因在大黄鱼体内的表达时间在 28 d以
上. E D Anderson等[ 8]的研究发现荧光素酶基因在彩
虹鲷体内的表达时间长达 115 d,而直接注射 DNA在
小鼠中的表达可以长达几个月[ 9、13] ,用微粒轰击进行












达最弱[ 8] . 在远离注射部位的组织器官也有外源基
因的表达, 说明鱼类细胞可以直接将 DNA 摄入细胞.
DNA注射导致注射部位的肿胀, 这可能会造成一些
组织细胞的损伤, 这种损伤可能使得 DNA 的吸收更
为方便[ 12] , 因此在注射部位肌肉的绿色荧光蛋白的
量要高于非注射部位肌肉. 外源 DNA在不同组织器
官中表达水平受到许多因素的影响, 其中包括 DNA




素有关. 其中 DNA 的注射量是一个重要因素. E D
Anderson等[ 8] 用不同剂量含有荧光素酶基因的
pCMV4EAL 质粒注射到彩虹鲷体内, 结果发现, 注射
25 Lg 质粒的基因表达水平最高, Wolff 等[ 9]、Hansen
等[ 10]、Chang等[ 11]的研究结果也表明不同注射剂量
在小鼠和鲤鱼体内有不同的表达.在鲤鱼,鱼体的大
小也直接影响着外源基因的表达水平[ 10] . 个体较
小、生长较快的鲤鱼(体长 10 cm)的表达水平要高于
个体较大、生长较慢的鲤鱼(体长 20 cm) . 而在彩虹
鲷,个体的大小对荧光素酶基因的表达并无明显影
响[ 8] . 注射同样剂量不同体积的 DNA也会影响表达
效果, 注射 200 LL 质粒在彩虹鲷中的表达效果要好
于100 LL [ 8] . 这可能是由于注射较大体积的 DNA溶
液会使组织肿胀,改变渗透压, 或造成组织损伤从而
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Expression of Green Fluorescent Protein Gene in
Pseudosciaena crocea
YAN Qing-pi, SU Yong-quan, WANG Jun, ZHOU Hua-min
(Dept. of Oceanog. & Institute of Subtropical Oceanog. ,
Xiamen Univ. , Xiamen 361005, China)
Abstract: Plasmid DNA pIRESneo containing green fluorescent protein gene was injected into the skeletal muscle of Pseu-
dosciaena crocea, and the expression of green fluorescent protein gene in different tissue of these tested fish was weekly ex-
amined by fluorescent microscope after injection. The results showed that the expression of green fluorescent protein gene in
P . crocea lasted as long as 28 days postinjection. Expression of injected DNA was found not only in the muscle cells at the
injection site, but also in the muscle cells far from the injection site and the other organs such as liver, heart and kidney.
The expression level was higher in the muscle cells at the injection site than those in other tissues.
Key words: green fluorescent protein gene; Pseudosciaena crocea; gene expression
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